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Resumen

La deteccion de patrones de estructuracion genética en poblaciones naturales permite realizar
inferencias sobre los procesos microevolutivos involucrados en dichos patrones. Los marcadores
moleculares resultan de utilidad para esta clase de estudios, dado que aportan informacion
acerca de la variabilidad genética de la especie y las relaciones de parentesco entre los
individuos analizados. En el presente trabajo se analizo la configuracion genético poblacional del
zorro de campo en Uruguay a partir de marcadores de microsatélites. Se utilizaron muestras de
tejido de animales atropellados colectadas en distintos puntos del territorio nacional. Se identifico
la especie de las muestras mediante sondas de hibridacion de ADN marcadas con fluorescencia,
especificas para las especies de canidos presentes en el territorio. Para las muestras de zorro
de campo se evalué un conjunto de microsatélites desarrollados para perro doméstico y
previamente testeados en otros canidos autoctonos de Uruguay. Se identificaron un total de 43
individuos de zorro de campo, para los que se amplificaron exitosamente 11 loci de
microsatélites. La informacion obtenida de los marcadores moleculares se utilizé para inferir la
existencia de subpoblaciones mediante analisis de asighacién bayesiano. Los organismos fueron
ubicados en el espacio para identificar patrones de estructuracion en funcién de los grupos
identificados. Los resultados obtenidos apuntan a la presencia de dos grupos con un grado de
diferenciacion leve. La distribucién de los grupos es uniforme y no muestra patrones de
agregacion relacionados con el ambiente. Esto puede atribuirse a la situacion biogeogréfica del
Uruguay como frontera entre regiones biéticas. Es posible que el territorio nacional forme parte
de la zona de intercambio entre dos subpoblaciones de zorro de campo. La inclusion de
individuos de regiones aledafias en el analisis aportar4d una visibn mas detallada de la
estructuracion de la especie. Alternativamente, es posible que la heterogeneidad ecoldgica de
Uruguay esté dando lugar a la generacion de grupos de individuos con habitos y preferencias
diferenciados. Si bien esto es menos probable dada la naturaleza generalista de la especie, un
muestreo mas exhaustivo del territorio nacional brindara una perspectiva mas detallada de la

estructuracion genética de la especie.

Palabras clave: Ecologia molecular; genética del paisaje; canidos neotropicales; loci de

microsatélites; muestreo no-invasivo



1. Introduccion

1.1. Genética del paisaje

La genética del paisaje es una disciplina que estudia el efecto de las
caracteristicas ambientales sobre la distribucion de la diversidad genética de las
poblaciones naturales (Manel et al. 2003). Se diferencia de la biogeografia en el sentido
de que busca determinar patrones de sub estructuracion a nivel poblacional a diferentes
escalas geogréficas. Asimismo, permite estudiar los procesos micro evolutivos que
tienen lugar en el presente o el pasado reciente sobre poblaciones actuales (Manel et al.

2003).

El enfoque de la genética del paisaje combina elementos de genética de
poblaciones y ecologia del paisaje y consta de dos etapas. La primera es la identificacion
de patrones genético-espaciales. Mediante el uso de marcadores moleculares y
muestras georreferenciadas es posible mapear la variacion de las frecuencias alélicas
en el espacio, lo que permite identificar patrones genéticos tales como clinas, aislamiento
por distancia, barreras genéticas y meta poblaciones (Garrido-Garduiio & Vazquez-
Dominguez 2013; Manel et al. 2003). Cuando los individuos presentan un grado de
agregacion espacial que permite realizar inferencias previas acerca de las
subpoblaciones existentes, la estructuracion genética puede ser evaluada por medio del
estadistico Fst y test de asignacion (Paetkau et al. 1995; Pritchard et al. 2000). Sin
embargo, la mayoria de los organismos no presentan una organizacion espacial clara,
siendo comunes los casos en los que se observa una distribucién uniforme dentro del

rango geografico de la poblacion (Manel et al. 2003). La segunda etapa consiste en la
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identificacion de correlaciones entre los patrones genéticos y las caracteristicas del
ambiente. Para este paso es necesario cuantificar las variables ambientales para evaluar
su relevancia. Asimismo, se deben identificar posibles barreras y corredores geograficos.
Finalmente, se compara la escala del area de estudio con el rango de dispersion de la

especie (Garrido-Gardufio & Vazquez-Dominguez 2013; Manel et al. 2003).

1.2. Unidades de manejo

Los estudios efectuados en el campo de la genética del paisaje permiten delimitar
y localizar entidades sub poblacionales que pueden actuar como fuentes de organismos,
reservorios de diversidad genética o presentar adaptaciones locales (Manel et al. 2003;
Palsbgll et al. 2007). Una de dichas entidades es la denominada “Unidad de manejo”,
definida como una subpoblacion lo suficientemente aislada del resto como para ser
considerada demogréaficamente independiente (Palsbgll et al. 2007). El conocimiento de
la configuracién de las poblaciones naturales resulta de utilidad para la formulacion de
estrategias de monitoreo y manejo de la diversidad, ya que brinda una vision de las

regiones y grupos de individuos a ser priorizados (Palsbgll et al. 2007).

La independencia entre subpoblaciones deriva del intercambio limitado de
migrantes entre ellas. Las unidades de manejo pueden ser delimitadas como una funcién

del aislamiento genético entre grupos de individuos (Palsbgll et al. 2007).

El umbral de divergencia para considerar a una subpoblaciéon como independiente
del resto no es un valor fijo, ya que depende del contexto de cada caso de estudio.

Hastings (1993) plantea que dos subpoblaciones pueden ser consideradas como



demograficamente correlacionadas cuando la tasa de migracion entre ellas es superior
al 10%. Asumiendo condiciones de neutralidad y equilibrio entre deriva y migracion, el
grado de divergencia entre subpoblaciones es una funcion del flujo génico (Palsbgll et

al. 2007).

En la actualidad, la asignacion de individuos a subpoblaciones en base a
frecuencias alélicas puede ser utilizada para definir potenciales unidades de manejo
dentro de una poblacion a partir de las frecuencias alélicas. Esta clase de analisis
también son Utiles para identificar posibles migrantes entre las subpoblaciones cuando
se dispone de informacion espacial sobre el grupo de estudio, lo que puede ser utilizado
para estimar tasas de dispersion entre grupos de individuos (Guillot et al. 2005; Palsbgll

et al. 2007; Pritchard et al. 2000).

1.3. Marcadores moleculares

La informacidn necesaria para realizar estudios genético-poblacionales se obtiene
a partir de elementos gendmicos que representativos de la variabilidad genética del

grupo de estudio, denominados marcadores moleculares (Paetkau 1995).

Un tipo de marcadores son los microsatélites, secuencias de ADN formadas por
multiples repeticiones consecutivas de una secuencia corta, generalmente de menos de
cinco pares de bases, flanqueadas por secuencias conservadas (Bruford & Wayne 1993;
Jarne & Lagoda 1996). Presentan un numero de caracteristicas que los hacen
adecuados como marcadores moleculares: se encuentran ubicuamente distribuidos en

genomas eucariotas, y pueden ser compartidos entre taxones cercanamente



emparentados; son diploides; codominantes; selectivamente neutros y altamente
polimérficos (Jarne & Lagoda 1996). Adicionalmente, los microsatélites presentan un
mecanismo de mutacion llamado ‘slippage’ o resbalon de la polimerasa que resulta en la
adicion o sustraccion de repeticiones enteras de la secuencia basica (Jarne & Lagoda
1996). Dado que la mayor parte de la variabilidad alélica de los microsatélites esta
compuesta por variaciones en la longitud de la secuencia, ésta puede ser observada
mediante electroforesis en capilar, sin necesidad de secuenciacion (Bruford & Wayne

1993).

Las caracteristicas de los microsatélites los vuelven Utiles para la identificacion de
organismos individuales, asi como para la inferencia de relaciones entre grupos de

individuos de una misma especie (Bruford & Wayne 1993).

1.4. El zorro de campo

El zorro de campo (Lycalopex gymnocercus) (Fig. 1) es un canido de tamafio
mediano nativo de la region centro-sur de Sudamérica (Lucherini et al. 2008). Su
distribucién abarca regiones en el este de Bolivia, oeste de Paraguay, sudeste de Brasil,

norte y centro de Argentina y la totalidad del territorio de Uruguay (Lucherini et al. 2008)

(Fig. 2).



Figura 2. Rango de distribucién del zorro de campo. Tomado de la lista roja de la IUCN (Lucherini
2016).



Se trata de una especie de habitos nocturnos y crepusculares, con una dieta
generalista que incluye pequefos vertebrados, artrépodos, carrofia y frutos (Farias &
Kittlein 2008; Lucherini et al. 2008). Los adultos suelen forrajear en solitario (Garcia &
Kittlein 2005). Forman parejas mondogamas que permanecen juntas desde el
apareamiento hasta que las crias abandonan la madriguera (aproximadamente a los tres
meses de edad). Ambos padres protegen la madriguera, siendo el macho el encargado
de brindar alimento a la hembra y las crias. Las madrigueras parecen no ser reutilizadas

entre afios (Lucherini et al. 2008; Di Bitteti et al. 2009).

Prefieren ambientes abiertos, siendo comudn observarlos en pastizales,
pedregales, matorrales, humedales y médanos, también se encuentran presentes en
bosques subtropicales y praderas modificadas por la agricultura y la ganaderia (Brooks

1992; Lucherini et al. 2004; Di Bitteti et al. 2009).

El estado de conservacion del zorro de campo es calificado como de preocupacion
menor por la lista roja de la IUCN (Lucherini 2016). Esfuerzos de monitoreo llevados a
cabo en Argentina, Bolivia y Paraguay indican que se trata de una especie comun,
alcanzando densidades poblacionales de entre 1y 1,8 individuos por kilbmetro cuadrado

(Brooks 1992; Ayala & Noss 2000; Lucherini 2004).

El zorro de campo se ha visto en conflicto con productores agricolas, en particular
con aquellos pertenecientes a los rubros lanero y avicola, debido a la percepcion
arraigada de esta especie como un depredador de animales domeésticos (Lucherini
2016). A pesar de esto, actualmente se considera que la poblacion de la especie se

mantiene estable y con un bajo grado de fragmentacion (Lucherini 2016).



Se trata de una especie tolerante a la actividad humana y a la antropizacion del
ambiente (Lucherini et al. 2008, Lucherini 2016). Adicionalmente, el zorro de campo
posee un numero de caracteristicas tipicas de los mesopredadores; depredadores de
tamafio mediano capaces de explotar un amplio rango de presas y alcanzar altas
densidades poblacionales (Lucherini et al. 2008; Prugh et al. 2009; Ritchie et al. 2009).
Las poblaciones de especies de esta categoria suelen estar controladas por presiones
ejercidas por los depredadores dominantes de la comunidad. La exclusion de estos
ultimos puede desencadenar un rapido incremento de los mesopredadores, con
subsecuentes cambios en las interacciones de la red trofica, en un proceso denominado

"liberacion de mesopredadores" (Prugh et al. 2009; Ritchie et al. 2009).

En Uruguay, existen pocas especies nativas que podrian regular las poblaciones
de mesopredadores: el puma (Puma concolor) y el aguara guazu (Chrysocyon
brachyurus). Para ambas hay registros dispersos y esporadicos, esto sugiere que no
existen poblaciones estables en el territorio nacional (Nielsen et al. 2015; Paula &

DeMatteo 2015).

Las poblaciones de mesopredadores también pueden ser afectadas por la
productividad del entorno y la competencia a nivel intra gremial (Ritchie et al. 2009). Esta
ultima puede intensificarse si multiples poblaciones de mesopredadores dentro de una
comunidad experimentan crecimientos simultaneos, lo que podria mitigar el efecto de la

falta de depredadores dominantes (Ritchie et al. 2009).

Actualmente, el zorro de campo cohabita en Uruguay con el zorro de monte

(Cerdocyon thous), una especie de caracteristicas y requerimientos similares (Courtenay



& Maffei 2004); sin embargo, la competencia entre ambas especies es mitigada por
modificaciones en el comportamiento del zorro de campo (Di Bitteti et al. 2009).
Adicionalmente, ambas especies presentan una alta versatilidad y dietas generalistas.
Por lo que es posible que la competencia por los recursos se vea mitigada por la alta

disponibilidad de los mismos (Courtenay & Maffei 2004; Lucherini et al. 2008).



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar la estructuracion y variabilidad genética de Lycalopex gymnocercus en el

territorio uruguayo.

2.2. Objetivos especificos

e Genotipificar los individuos de L. gymnocercus de distintas localidades de

Uruguay.

e Caracterizar un conjunto de loci de microsatélites para este tipo de muestras en

zorro de campo.
e Evaluar la variabilidad y estructuracién genética de la especie.

e Describir el patron de estructuracion geneética de la especie en el contexto

biogeografico nacional.



3. Materiales y métodos

3.1. Colecta de muestras, extraccion de ADN e identificacién de especies

Se analizaron muestras de tejido tomadas de animales atropellados. Las colectas
fueron desarrolladas en el marco de los proyectos “Impacto de rutas sobre la fauna de
vertebrados del Uruguay” (Responsable: Hugo Coitifo, ONG ECOBIO Uruguay,
financiado por Rufford Small Grants Foundation) y “Genética del paisaje: Impacto de las
caracteristicas del ambiente en la estructura genética de tres especies de mamiferos
autoctonos” (Responsable: Dra. Mariana Cosse, IIBCE, Financiado por Fondo Clemente
Estable-ANIl). Las muestras fueron colectadas entre los afios 2006 y 2016 (ANEXO I).

En la Figura 3 se muestran las localidades de colecta de las distintas muestras.

Figura 3. Mapa de las localidades de colecta de las muestras utilizadas en este estudio. Blanco:
zorro de campo. Negro: zorro de monte. Los individuos para los que no se pudo determinar la
especie se marcan con una equis roja.
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Las extracciones de ADN se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Gonzalez (1997). La concentracién y pureza del ADN aislado fueron medidas mediante

nanoespectrofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000).

Se determind la especie de los individuos muestreados mediante un experimento
de PCR en tiempo real con tres sondas Tagman especificas para perro doméstico (Canis
lupus familiaris), zorro de campo (Lycalopex gymnocercus) y zorro de monte (Cerdocyon
thous) (Cosse et al. 2017). Para ello se utilizé6 el equipo Rotor-Gen 6000 (Corbett
Research) y se siguié el protocolo descrito por Cosse et al. (2017). Las reacciones
consistieron en 10 yL SensiFastProbe PCR MasteMix (Bioline), 0,8 uL de cada cebador,
0,3 pL de cada sonda, 60 ng de ADN aproximadamente y agua hasta completar un
volumen final de 20 uL. Las condiciones del ciclado fueron 95°C por 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de 95°C 10 segundos y 62°C 60 segundos. Se utilizaron controles positivos

de cada especie y negativos para cada reaccion.

3.2. Amplificacién de microsatélites

Para los individuos identificados como zorro de campo se realizaron
amplificaciones por PCR tiempo final de doce loci de microsatélites desarrollados para
perro doméstico (Mellersh et al. 1997; Fontoura-Rodrigues et al. 2008). En una primera
instancia se comprobo la eficacia de amplificacién del conjunto de cebadores para zorro

de campo.

Las condiciones de reaccioén utilizadas fueron: 5 pL de Platinum MasterMix PCR

(Invitrogen), 0,5 uM de cada cebador y agua hasta completar un volumen final de 10 pL.
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Se afiadié 1 pL de ADN a una concentracion de 80 ng/uL. El programa de termociclado
consistio de: un periodo de desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos, seguido de 35
ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C 90 segundos, extension 72°C por 50 segundos;

finalizando con un periodo de extension de 60°C durante 30 minutos.

Los once loci con mayor éxito de amplificaciéon fueron organizados en tres
multiplex (grupos), disefiados para evitar superposiciones entre los fluorocromos

utilizados y el tamafio de los fragmentos amplificados (Tabla ).

Tabla I: Para cada locus de microsatélite se muestra el fluorocromo
con el que esta marcado, el rango de tamafio esperado en pares de bases
(pb), la temperatura de anidamiento en °C y a que multiplex (A, B, C o D)

corresponde cada uno.

Locus Fluorocromo Tamano (pb) Temperatura de Multiplex
anidamiento (2C)

FH2018 VIC 161-193 58 A
FH2328 FAM 192-247 58 A
FH2132 VIC 154-176 60 B
FH2010 FAM 200-240 59 B
FH2140 FAM 92-132 58 B
FH2137 TET 157-183 58 C
FH2848 HEX 223-243 58 C
FH2535 HEX 107-139 58 C
FH2226 HEX 171-209 58 D
REN105 FAM 225-253 58 D
FH2054 HEX 130-152 60 D

12



Se comprobo el éxito de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% utilizando como marcador GoodView™ Nucleic Acid Stain y cargando 4 pL de cada

producto de PCR. Las corridas se detuvieron luego de haber avanzado hasta 75% del

gel.

Los productos de las reacciones de PCR que fueron exitosas fueron enviados a
correr en gel microcapilar al servicio de secuenciacion de la Unidad de Biologia Molecular
del Institute Pasteur de Montevideo. Las corridas fueron realizadas en el equipo ABI3130

(Applied Biosystems) utilizando el standard de tamafio GS500 Liz.

La determinacion de genotipos a partir de las corridas se realizé con el programa
GenMarker ®. Se replicaron las amplificaciones y genotipados de 42 homocigotas y 33

heterocigotas a fin de corroborar los resultados obtenidos.

3.3. Analisis de datos

3.3.1. Caracterizacion de los loci de microsatélites

3.3.1.1. Errores de genotipado

La genotipificacion a partir de marcadores de microsatélites es susceptible a
errores (Dakin & Avise 2004). Estos se pueden categorizar en cuatro grupos de errores
de acuerdo a: i- secuencia de ADN, ii- calidad del ADN, iii- efectos bioquimicos vy iv-
factores de manipulacién humana (Dakin & Avise 2004; Pompanon et al. 2005). En las
secuencias de ADN de ciertos alelos pueden ocurrir mutaciones en la region de union a
los cebadores, afectando la complementariedad de éstas. Esto reduce la eficiencia de
amplificacion de los alelos mutados, que muchas veces no se logran amplificar por PCR.

Estos alelos se denominan alelos nulos (Dakin & Avise 2004; Pompanon et al. 2005).
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Cuando existe baja calidad del ADN aislado quedan disponibles menos moléculas
intactas y puede ocasionar alelos falsos o pérdida de alelos (Pompanon et al. 2005).
Adicionalmente, la amplificacion puede presentar un sesgo hacia los alelos més cortos,
causando que los mismos se repliquen a una tasa mas elevada y acaben por opacar a
los de mayor tamafio (Dakin & Avise 2004). El tartamudeo durante la amplificacién por
PCR consiste en la adicion accidental de repetidos por parte de la polimerasa, lo que
acaba en la lectura de un genotipo erréneo. A su vez, pueden ocurrir errores humanos
durante el preparado de la amplificacion o la identificaciébn de genotipos que causen la

asignacion incorrecta de alelos (Pompanon et al. 2005).

Estos errores generan patrones caracteristicos en las frecuencias alélicas, a
saber, deficiencias en la frecuencia de heterocigotas observados en loci especificos, lo
gue permite diferenciarlos de fendmenos naturales (Dakin & Avise 2004; Van Oosterhout

et al. 2004).

Se utilizé el software MicroChecker (v 2.2.3) para determinar la presencia de
errores de genotipado y en caso de detectarlos se generaron matrices genotipicas

corregidas con el método de Brookfield | (Brookfield 1996).

3.3.1.2. Variabilidad de los marcadores

Para establecer el grado de variabilidad presentado por los loci de microsatélites
utilizados, se evaluo el contenido de informacion polimérfica (PIC). Este se calcula en

base a la cantidad de alelos detectables en un locus dado y la distribucion de las
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frecuencias alélicas. Es una medida de la utilidad del mismo para detectar polimorfismos

en una poblacion (Botstein et al. 1980). Se calcula siguiendo la formula:

l l
PIC =1 - 2 P? — z 2P} P?

La probabilidad de no exclusién (NE) es la probabilidad de asignar para un
individuo los parentales incorrectos, lo cual puede ocurrir cuando pares de individuos no
relacionados tienen al menos un alelo en comun en todos los loci estudiados (Marshall

et al. 1998).

Mediante el software Cervus (v 3.0.3) se determinaron el nimero de alelos, la
proporcién de heterocigotas observada y esperada y PIC para cada locus (Marshall et al.
1998). Adicionalmente, se calcularon las probabilidades de no exclusion para asignar el

primer y segundo parental (NE-1P, NE-2P) y el par parental (NE-PP).

3.3.1.3. Neutralidad y equilibrio de ligamiento

Para verificar el comportamiento neutral de los loci utilizados se realizo el test
exacto de Hardy-Weinberg (Haldane 1954). Dicho andlisis comprueba la probabilidad de
gue las frecuencias genotipicas en un locus dado se adecuen a las esperadas en el

equilibrio de Hardy-Weinberg.

El analisis fue realizado mediante Cadenas de Markov-Monte Carlo (Guo &

Thompson 1992). Para esto se utilizé el software Genepop (v 4.2) (Rousset 2008). Se
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simularon 1000 cadenas de Markov, con 1000 iteraciones previas (burnin) y 10000
iteraciones por repeticion. Para el caso de los loci que se encontraron fuera del equilibrio
luego de corregir los errores de genotipado, se aplicé la correccion de Bonferroni (Narum

2006).

Genepop (Rousset 2008) también fue utilizado para identificar desequilibrio de
ligamiento entre pares de loci. Esto es, la asociacion no aleatoria de alelos entre
diferentes loci, causada por la proximidad fisica de los loci en un cromosoma. Es
necesario evaluar la presencia de desequilibrio de ligamiento previo al andlisis de datos
con multiples loci, ya que este fendbmeno puede reducir la cantidad de informacion
brindada por del conjunto de marcadores al provocar que parte de la variabilidad de dos
loci ligados se transmita como si se tratara de una Unica entidad (Freeland 2005).
Genepop detecta el desequilibrio de ligamiento mediante un test de asociacion de

frecuencias genotipicas entre pares de loci (Rousset 2008).

Para cada locus se calculo el estadistico Fis, un indicador del grado de endogamia

de cada individuo con respecto al resto de la subpoblacién. Se evalta como:

Fig = (He - HO)/He

Siendo He la proporcién de heterocigotas esperados bajo equilibrio de Hardy
Weinberg, dadas las frecuencias alélicas, y Ho la frecuencia de heterocigotas
observados. Los valores de Fis van de -1 (exceso de heterocigotas) a 1 (exceso de
homocigotas). Cuando toma el valor de 0 se puede considerar que existe apareamiento

al azar (Freeman 2005).
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3.3.2. Estructuracién genética poblacional

Para obtener una estimacion estadistica de la estructuracion genética de zorro de
campo se realizé un analisis en base a asignacién de individuos (Pritchard et al. 2000).
En el mismo se evalla si la poblacién se encuentra dividida en K grupos o clusters con
frecuencias alélicas caracteristicas. Se asume ademas que cada cluster se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. El modelo se basa en un método de
agrupamiento Bayesiano mediante el cual el genotipo de cada individuo se utiliza para
asignar sus probabilidades de pertenecer a cada cluster, utilizando las frecuencias
alélicas de los mismos como pardmetros (Pritchard et al. 2000). Dicha probabilidad se

calcula siguiendo la férmula:

P(Z,P|X) x P(Z)P(X)P(X|Z,P)

Donde X corresponde al genotipo del individuo, Z la poblacién de origen del
individuo, y P a las frecuencias alélicas de las poblaciones. Las frecuencias alélicas de
cada cluster se estiman simultaneamente junto con las membresias de los individuos

mediante Cadenas de Markov con el método Monte Carlo (Pritchard et al. 2000).

Para estimar el nUmero de cluster mas probable se utilizé el software Structure (v
2.3.4) (Pritchard et al. 2000). Los parametros de las Cadenas de Markov-Monte Carlo
utilizadas fueron: 300000 iteraciones con 100000 iteraciones previas. El modelo
empleado contempla la mezcla de individuos (admixture) y asume frecuencias alélicas
correlacionadas entre poblaciones. Se realizaron analisis para un nimero de poblaciones

(K) de entre 1y 10, con cinco iteraciones para cada K.
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El andlisis de Structure calcula la probabilidad posterior de K (Ln P(D)). Sin
embargo, la precision de esta estimacion se reduce cuando se contempla un K mayor al
namero real de clusters, o la organizacién de los individuos se aparta del modelo de islas
estandar. Evanno et al. (2005) identifican una magnitud (AK) basada en el segundo orden
de cambio de magnitud de la probabilidad entre K que presenta un pico en el valor real

de K.

Los resultados del analisis con Structure fueron procesados con el software
Harvester (v 0.6.94) (Earl & von Holdt 2012) para determinar el K méas probable por medio

del método de Evanno (Evanno et al 2005).

Diferentes iteraciones del andlisis de agrupamiento para un K dado, a menudo
resultan en diferentes estimaciones de membresia de los individuos. Esto puede deberse
a “cambios de etiqueta”, producto de la forma aleatoria en que el programa designa los
cluster, aunque también puede ser causado por multimodalidad genuina en la poblacion
(Jakobsson & Rosenberg 2007). El método CLUMPP realiza permutaciones entre los
resultados de las diferentes iteraciones y genera una matriz de membresia consenso,
eliminando la incertidumbre por cambio de etiqueta y representando adecuadamente la

multimodalidad, en caso de que la hubiera (Jakobsson & Rosenberg 2007).

En el caso de K > 1, los clusters resultantes fueron evaluados nuevamente para
evaluar equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. Adicionalmente, se determino el
grado de diferenciacion genética entre los clusters utilizando el software FStat (v 2.9.4)
(Goudet 1995) para calcular el estadistico Fst y su grado de significancia estadistica

(valor de p).
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Por otro lado, se utilizé el paquete de R Geneland (Guillot et al. 2004) para
identificar posibles subdivisiones poblacionales en el espacio mediante la deteccion de
quiebres en las frecuencias genotipicas. Genland emplea un modelo similar al de
Structure; sin embargo, incluye informacion geogréfica de las muestras (las coordenadas

de colecta) a fin de identificar posibles poblaciones con rangos de distribucion discretos.

Se calculé distancia genética de Nei (Da) (Nei et al. 1983) y (du)? (Goldstein et al.,

1995), con las formulas:

1 m; —
Dy=1--37 X7 xiyij

(6w)? =X (ux; — Myj)z/r

r corresponde al numero de loci, m; al nimero de alelos para el locus j, xjj e yja
las frecuencias del alelo i del locus j en las poblaciones X e Y respectivamente, y ux; y Uy;

al promedio de estados alélicos del locus j en las poblaciones X e Y respectivamente.

Se construyé un arbol a partir de las distancias genéticas, mediante el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) utilizando el software

Populations (v 1.2.31) (Nei & Takezaki, 1996).

Las relaciones de parentesco entre individuos fueron estimadas mediante la
herramienta ML-Relate (Kalinowski et al., 2006). El programa estima la relacion entre
pares de individuos a partir de la frecuencia de alelos compartidos. Mediante el método

de maxima verosimilitud, los pares de individuos son categorizados en Unrelated (sin
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relacion), Half Siblings (medios hermanos), Full Siblings (hermanos completos) y

Parent/Offspring (padres/hijos).

3.3.3. Identificacidn de patrones espaciales

Para detectar la existencia de organizacion espacial de la diversidad genética de
los individuos, los linajes obtenidos a partir del célculo de distancias genéticas fueron
visualizados en el espacio. Adicionalmente, los grupos obtenidos a mediante asignacién
bayesiana fueron contrastados con mapas de unidades de paisaje y ecorregiones del

Uruguay (Brazeiro 2015).
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4. Resultados

4.1. Muestras de zorro de campo

A partir del conjunto de muestras procesadas se identificé un total de 54 individuos
de zorro de campo (ANEXO I). Los puntos de colecta de zorro de campo se muestran en
la Figura 4. La mayor parte de las muestras se concentran en las regiones centro y
sureste; mientras que el litoral norte presenta un nimero reducido de muestras, y la

region noreste, junto con el departamento de Artigas, no se encuentran representados.

Figura 4. Mapa con la ubicacion de las muestras de zorro de campo analizadas en este trabajo.

Los resultados del PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan, permitieron

asignar muestras a zorro de campo (canal verde, sonda TagMan marcada con
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fluorocromo FAM), zorro de monte (canal amarillo, TagMan marcada con flurocromo
HEX), perro doméstico (canal rojo, TagMan marcada con flurocromo Cy5). Cuando una
muestra presenta niveles de fluorescencia en un canal es porque existe

complementariedad entre la sonda y el ADN de la muestra (Fig. 5).

Fuucrescence

Furescence,

Figura 5. Resultado de identificacion de especies de canidos por PCR en tiempo real con sonda
TagMan. A: Canal verde (zorro de campo). B: Canal amarillo (zorro de monte). C: Canal Rojo

(perro domeéstico).
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4.2. Caracterizacion de loci de microsatélites

Las amplificaciones por PCR de los loci de microsatélites fueron exitosas para
once de los doce pares de cebadores testeados. Para un conjunto de 43 muestras se

logré genotipar al menos 8 loci (ANEXO 11).

Los analisis de errores de genotipado revelaron que los loci FH2010, FH2137 y
FH2535 presentaron alelos nulos. Por medio del método de Brookfield se obtuvieron

matrices genotipicas corregidas para estos loci (ANEXO Il1).

El nimero de alelos por locus varioé entre 9 y 27, en promedio se encontraron
16,364 alelos por loci. El PIC promedio fue de 0,847 y las probabilidades de no exclusién
promedio fueron de 0,415y 0,267 para primer y segundo parentales respectivamente, y
de 0,109 para el par parental. Los detalles para cada locus se muestran en la Tabla Il. El
analisis con el software Genepop no detectd pares de loci en desequilibrio de ligamiento.
Sin embargo, los loci FH2018, FH2010, FH2137 y FH2535 se encontraron fuera del
equilibrio de Hardy-Weinberg, incluso tras aplicar las correcciones de Bonferroni.
Adicionalmente, estos cuatro loci presentaron los valores de Fis mas elevados dentro del

conjunto de marcadores. El valor Fis promedio para todos los loci fue de 0,1486.
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Tabla Il. Numero de alelos (k), riqueza alélica (R), heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad

observada (Ho), contenido de informacion polimérfica (PIC), probabilidad de no exclusion para el parental

1 (NE-1P), el parental 2 (NE-2p), el par parental (NE-PP) y valor Fis (W&C). Los loci que se encontraron

fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg se marcan con un asterisco.

Locus k R He Ho PIC NE-1P NE-2P NE-PP Fis
FH2018* 14 4.87 0.837 0.750 0.801 0.509 0.338 0.153 +0.1036
FH2328 27 6.51 0.936 0.909 0.918 0.265 0.153 0.037 +0.0288
FH2132 9 4.32 0.799 0.727 0.755 0.589 0.41 0.223 +0.0814
FH2010* 11 4.63 0.801 0.500 0.761 0.573 0.396 0.206 +0.3724
FH2140 16 5.36 0.833 0.744 0.811 0.487 0.318 0.131 +0.1076
Fh2137* 20 6.38 0.928 0.463 0.915 0.275 0.16 0.042 +0.5300
FH2848 13 5.15 0.850 0.884 0.812 0.492 0.323 0.142 -0.0486
FH2535* 15 5.74 0.889 0.721 0.867 0.386 0.239 0.084 +0.2164
FH2226 22 6.18 0.914 0.841 0.892 0.331 0.199 0.061 +0.0790
Ren105 15 5.89 0.904 0.818 0.882 0.357 0.217 0.072 +0.0942
FH2054 18 6.18 0.923 0.878 0.904 0.306 0.18 0.053 +0.0699

4.3. Estructuracion genética poblacional

Los resultados del analisis de agrupamiento determinaron que los K mas

probables son 1y 3 (Fig. 6, Fig. 7). K=1 presenta el mayor L(K): -2177.00; mientras K=3

presenta el mayor AK: 1.215107. La Figura 8 muestra la probabilidad de asignaciéon de

cada individuo a cada cluster para K = 3.
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Figura 6. Valores medio de Ln(D) (méaxima verosimilitud) y desvio estandar en funcion de K.

DeltakK = mean([L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 7. Tasa de cambio medio (AK) en funcién de K obtenido por el método de Evanno.
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Figura 8. Consenso de probabilidades de cada individuo de pertenecer a cada uno de los 3 clusters

estimados. Rojo = Cluster 1, Verde = Cluster 2, Azul = Cluster 3.

Los valores de Fis para cada cluster fueron: 0,1662 para el cluster 1 (rojo), 0,0690,
para el cluster 2 (verde) y 0,1673 para el cluster 3 (azul). Cuando se considera un Unico

cluster el valor de Fis = 0,1595.

La Tabla lll muestra los valores de Fst obtenidos entre cada par de clusters. Se
observa que no existe diferenciacién genética entre los cluster 1 y 2, mientras que el
cluster 3 presenta un leve grado de diferenciacion estadisticamente significativa con

respecto a estos.
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Tabla 1ll. Valores de Fst obtenidos para cada par de clusters, el p-valor se muestra entre

paréntesis.

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
0.000
-0.0251(1) 0.000
0.0284(0.0167) 0.0276(0.0167) 0.000

El andlisis con el software Geneland divide a los individuos en dos grupos (Fig. 9).

El grupo 1 (amarillo) es menos numeroso y la mayoria de sus integrantes se concentran

en las regiones centro y sureste del territorio. El grupo 2 (rojo) contiene a la mayoria de

los individuos y su distribucién abarca la mayoria del territorio.
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Figura 9. Areas de distribucion de los grupos estimados mediante el paquete Geneland. Amarillo:

grupo 1. Rojo: grupo 2.

4.4. Identificacidén de patrones espaciales

La Figura 10 muestra la ubicacién espacial de los individuos junto con su

probabilidad de pertenecer a cada uno de los grupos definidos obtenida con el Structure.
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Figura 10. Porcentajes de pertenencia a los clusters del Structure de cada grupo,

georreferenciados en el mapa. Rojo = cluster 1, Verde = cluster 2, azul = cluster 3.

Al visualizar los patrones de estructuracion genética en funcion de las unidades
del paisaje se encontr6é que la mayoria de los individuos fueron colectados en praderas
o planicies (Fig. 11). Un namero reducido de zorros fueron colectados en serrania, sin
embargo, estos ultimos no presentaron un grado de parentesco que los diferenciara del

resto.
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Ambientes

[ AGUA

[ cosTA

I LAGUNAS LITORALES
[l LITORAL SUROESTE
[J PLANICIES DEL ESTE
[ PLANICIES FLUVIALES
] PRADERAS CON CERROS CHATOS
[ PRADERAS DEL CENTRO SUR
[l PRADERAS DEL ESTE

[0 PRADERAS DEL NORESTE
[l PRADERAS DEL NOROESTE
Il QUEBRADAS

[0 SERRANIAS

Figura 11. Distribucidn de los clusters identificados mediante el programa Structure en funcion de

las unidades de paisaje del territorio.

Para ninguna ecorregion se detectaron clusters genéticos exclusivos (Fig. 12). En

el presente estudio no se observé una correspondencia entre los clusters genéticos y las

distintas ecorregiones (Fig. 12).
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Ecoregiones
[ Cuenca Sedimentaria del Oeste
[ Cuenca sedimentaria gondwénica
I Cuesta baséltica '
I Escudo cristalino

I Graven de la Laguna Merin
Il Graven de Santa Lucia
[] sierras del Este

Figura 12. Distribucién de los clusters identificados mediante el programa Structure en funcién de

las ecorregiones delimitadas en base a las comunidades de vertebrados terrestres.

Los analisis de agrupamiento realizados con Structure y Geneland difieren en la
asignacion de individuos a los clusters identificados (ANEXO [V); sin embargo, se
observa que el cluster 3 identificado en el analisis de Structure se conserva en el analisis

de Geneland.

Se detectaron relaciones de parentesco de medio hermanos (Half Siblings) entre
42 pares de individuos (ANEXO V). El analisis determind que existen dos pares de
hermanos (Full siblings) en el grupo de estudio: Z313 y 2314,y Z339 y Z234. Se omitié
un individuo de cada par (2313 y Z339) del andlisis de estructuracion poblacional por

agrupamiento para evitar errores de sobreestimacion.
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El arbol de distancias genéticas de Nei (Da) entre individuos indica la presencia

de cuatro linajes (Fig. 13). La Figura 14 muestra la distribucién espacial de los individuos

en funcién de sus linajes.
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Figura 13. Arbol de distancias genéticas de Nei (Da). Los colores indican los principales linajes

identificados. Azul = Grupo 1. Naranja = Grupo 2. Verde = Grupo 3. Rojo = Grupo 4.
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Figura 14. Distribucién espacial de los linajes obtenidos con la distancia génica de Nei (Da). El
color de los puntos corresponde al linaje identificado en el arbol de distancias genéticas. Azul =

Grupo 1. Naranja = Grupo 2. Verde = Grupo 3. Rojo = Grupo 4.
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5. Discusioén

5.1. Validacién de latécnicay de los loci de microsatélites

El ADN extraido a partir de muestras de tejido de animales encontrados
atropellados resulté de buena calidad (el promedio de la relacion de absorbancia 280/260
nm de las muestras obtenidas fue de 1,72) y cantidad (concentracion media de 286,0
ng/ul). Esto es consistente con la calidad y cantidad de ADN obtenidas por Lassevich
(2014) a partir de muestras no invasivas de zorro de monte. El uso de métodos de
muestreo no invasivo posee una serie de ventajas para estudiar animales con
comportamiento elusivo o en bajas densidades. La principal ventaja es que son faciles
de colectar debido a que se encuentran depositadas en el ambiente (Smith & Wang
2014). Sin embargo, el uso de esta metodologia puede implicar un reto ya que pueden
ser dificiles de detectar en ciertos ambientes y el material puede estar degradado por su
exposicidon a condiciones ambientales (Smith & Wang 2014). La exposicion a la luz solar,
altas temperaturas y humedad estimula la actividad exo y endonucleasa que degrada el
ADN. Como resultado de este proceso la calidad del ADN resulta variable en las
muestras colectadas (Smith & Wang 2014). A pesar de las desventajas mencionadas
anteriormente, el ADN aislado en este estudio presentd niveles adecuados de calidad y

cantidad que permitieron una exitosa amplificacion en loci de microsatélites.

La determinacion de especie de canido mediante amplificacion por PCR en tiempo
real y uso de sondas TagMan (Cosse et al. 2017) permiti6 seleccionar de manera
eficiente aquellas muestras pertenecientes a zorro de campo. Los restos de animales

encontrados atropellados pueden ser dificiles de determinar taxonomicamente debido al
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estado de la muestra. Por esta razén, el empleo de técnicas moleculares eficientes

resulta de alta importancia.

De los doce loci de microsatélites de perro doméstico seleccionados, once fueron
amplificados con éxito en zorro de campo. Adicionalmente, presentaron niveles de
diversidad alélica adecuados para la realizacion de estudios poblacionales (Tabla II).
Asimismo, el conjunto de loci exhibio altos niveles de polimorfismo (PIC = 0,85) y de
heterocigosidad observada y esperada (He= 0,874, Ho= 0,749) (Botstein et al. 1980).
Las probabilidades de no exclusion promedio para cada parental (NE-1P = 0,415 y NE-
2P = 0,267) y para el par parental (NE- PP = 0,11) fueron adecuados para realizar

estudios de parentesco (Kalinowski, et al. 2007).

Luego de reconstruir las matrices genotipicas con la correccién de alelos nulos,
se encontr6 que los loci FH2018, FH2010, FH2137 y FH2535 se apartan del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Asimismo, estos loci presentaron un elevado déficit de heterocigotas
(Tabla Il). El resto de los alelos presentaron valores de Fis menores o cercanos a 0,1. El

valor Fis promedio fue de 0,1486 y por lo tanto difiere levemente de cero.

Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg pueden estar asociadas a su
ligamiento a regiones codificantes o reguladoras, lo cual iria en contraposicion con la
premisa de neutralidad que deben presentar los loci de microsatélites para estudios
poblacionales. Por otra parte, la presencia de errores de genotipado (pérdida de alelos o
alelos nulos) pueden producir deficiencias de heterocigotas en loci especificos (Dakin &
Avise 2004). Sin embargo, el analisis de errores de genotipado detecto alelos nulos en

tres de los once loci incluidos en este estudio. El apartamiento del equilibrio de Hardy-

35



Weinberg también puede ser reflejo de procesos bioldgicos subyacentes de una
poblacion, tales como patrones de apareamiento o de dispersion. Dakin & Avise (2004)
sostienen que el déficit de heterocigotas causado por la presencia de alelos nulos puede
diferenciarse de procesos naturales debido a que, en este Ultimo caso, el patron deberia
observarse en todos los loci analizados. Factores estocasticos vinculados a la historia
evolutiva de loci individuales conllevan a deficiencias de heterocigotas de forma
heterogénea entre loci (Dharmarajan et al. 2013). En nuestro set de datos tan solo
algunos loci de microsatélites quedaban fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg; por lo
tanto, las causas del mismo estarian relacionadas con procesos de cada loci
independiente y su historia evolutiva. A su vez, las caracteristicas del muestreo pueden
influir sobre las frecuencias genotipicas observadas. En este sentido, el efecto Wahlund
consiste en reducciones de la heterocigosidad causadas por estructuracion poblacional
criptica. Este efecto puede producirse por la inclusién de individuos pertenecientes a
subpoblaciones genéticamente diferenciadas en un Unico grupo (Dharmarajan et al.
2013). En este escenario, se analizo la presencia de subpoblaciones para el conjunto de

muestras incluido en este estudio.

5.2. Estructuracién genética poblacional

El nimero de subpoblaciones o clusters genéticos mas probables obtenidos a
partir del analisis de estructuracion con Structure fueron K =1y K = 3. Este resultado se
repite, aunque con un grado de diferenciacion reducido, al excluir del analisis a un

integrante de cada par de hermanos identificado.
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La organizacion espacial de los individuos en funcién de la probabilidad de
pertenencia a cada grupo no presenta un patrén geogréfico definido (Fig. 9). Los
individuos pertenecientes a los clusters 1 y 2 se distribuyen de manera uniforme en el
territorio; mientras que los pertenecientes al cluster 3 (azul) se distribuyen en ciertas

regiones que van desde el centro-oeste y sureste del territorio.

El andlisis con el software Geneland (Fig. 10) separa a los organismos en dos
grupos de distribuciones espaciales continuas. Contrastando los resultados de este
analisis con los del software Structure se ven algunas diferencias con respecto a la
asignacion de individuos entre los clusters identificados. Esto puede deberse a que el
algoritmo de Geneland incorpora la distribucidon espacial de los organismos y uno de sus
supuestos iniciales es que las subpoblaciones presentan distribuciones espaciales
discretas (Guillot et al. 2005). A pesar de estas diferencias, ambos analisis identifican la
presencia de dos clusters genéticos: uno mas numeroso y ampliamente distribuido en el
territorio, y otro con menos individuos y restringido a la regién centro y sur-este. Esto se
ve apoyado por los resultados obtenidos con el indice Fsrt, en donde se encuentra una

diferencia leve y estadisticamente significativa entre el cluster 3y los cluster 1y 2.

La disposicion espacial de los subgrupos identificados no presenta un patrén
geografico definido. Sin embargo, se detectaron individuos del centro y sur-este
genéticamente diferenciados del resto. Al considerar este resultado se debe tener en
cuenta que el area de muestreo utilizada en el presente trabajo representa una fraccion
intermedia dentro del continuo de la distribucion del zorro de campo y no esta delimitada
por barreras fisicas que impidan el transito de animales entre las regiones limitrofes. De

esta manera, el muestreo no corresponde necesariamente a una poblacion discreta. El
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patrén observado puede entonces deberse a que el area de estudio se trate de una zona
de contacto entre subpoblaciones localizadas hacia el Este y el Oeste del pais (Brasil y
Argentina), marcando la identidad genética de grupo de estudio con influencias de

ambas.

Estudios similares han sido realizados anteriormente para zorro de monte en
Uruguay (Lassevich 2014; Grattarola 2015). Si bien encontraron un alto grado de
variabilidad en los marcadores utilizados, no detectaron diferenciacion poblacional en el
conjunto de muestras. En dicho andlisis de la estructuracién genética del zorro de monte,
Grattarola (2015) concluye que para especies generalistas con gran capacidad de
dispersion como el zorro de monte y de campo, los patrones de aislamiento por distancia
deberian observarse a rangos geograficos amplios. Proponen que la segregacion
genética leve observada se debe a patrones de apareamiento y presencia de grupos
familiares (Lassevich 2014; Grattarola 2015). En este estudio, los resultados del andlisis
de parentesco en zorro de campo no reflejan la presencia de numerosos individuos
emparentados. Asimismo, los linajes observados a partir del arbol de distancia genética
de Nei (DA) no presentan organizacion espacial. Esto indicaria que diferentes procesos

podrian estar ocurriendo en ambas especies de zorros en Uruguay.

En el presente estudio se incluyeron muestras colectadas en diversos puntos del
pais; sin embargo, la regién noreste se encuentra sub-muestreada. Adicionalmente, el
area de distribucion del zorro de campo se extiende fuera de los limites del territorio
nacional, sin presentar barreras geograficas que limitan el intercambio de individuos.

Teniendo en cuenta el grado de movilidad y la capacidad de dispersion de la especie en
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estudio, es posible que la escala muestral de este trabajo sea menor que la de la

estructuracion poblacional de la especie.

Las unidades de paisaje no influyen en los patrones genéticos encontrados para
la especie. Dada la estrategia de muestreo utilizada, se considera que puede existir un
sesgo en la distribucion de los organismos colectados. En este sentido, la mayor parte
de las colectas fueron realizadas en ambientes abiertos, por lo cual no existe informacion

comparable sobre otros ambientes.

La biota de Uruguay presenta influencias de las provincias biogeogréaficas
aledafias Paranaense y Chaquefia, lo cual sumado a su alto grado de heterogeneidad
ambiental conlleva a que presente una elevada diversidad a pesar de su superficie
reducida (Brazeiro 2015). Las eco-regiones se definen como unidades de territorio que
contienen ensambles de comunidades biologicas caracteristicas y distintivas. Su
identificacion desde la biologia de la conservacién busca: identificar y delimitar
poblaciones naturales, mantener los procesos ecoldgicos y evolutivos que generan la
biodiversidad e identificar y mantener poblaciones y ambientes naturales (Brazeiro et al.

2012).

Las dos ecorregiones con mayor proporcion de especies endémicas dentro del
contexto del Uruguay fueron las menos representadas en el muestreo. La mayor parte
de las colectas se llevaron a cabo en las ecorregiones con menor cantidad de especies

exclusivas.

En Uruguay confluyen caracteristicas de distintas regiones biogeograficas, lo que

deriva en una comunidad biolégica heterogénea. Estos factores podrian afectar los
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patrones de estructuraciéon genéticos del zorro de campo detectados. Dichos patrones
pueden producirse a una escala mayor a la trabajada en este estudio. La organizacion
espacial de los clusters identificados en los andlisis de agrupamiento muestra que existe
un grado de diferenciacion genética entre los individuos del cluster azul y los restantes.
Factores ecologicos localizados pueden influir en la estructuracion genética de especies
que poseen distribucion continua y alta capacidad de dispersion (Pilot et al. 2006).
Adicionalmente, para el caso de los carnivoros, la interaccidon con las especies presa

puede influir en sus patrones demogréficos (Dalén et al. 2004; Pilot et al. 2006).

5.3. Conclusiones y perspectivas

El conjunto de loci utilizado presentd niveles adecuados de polimorfismo y
diversidad para realizar andlisis de variabilidad genética y estructuracion poblacional en
zorro de campo. Se determiné que cuatro de los loci utilizados se apartaron del equilibrio
de Hardy-Weinberg; esto fue causado por la presencia de alelos nulos en dichos loci. Si
bien se efectuaron correcciones de frecuencias alélicas, en futuros estudios se propone
excluir dichos loci con el fin de evitar sesgos provocados por cambios en las frecuencias

alélicas.

El muestreo de tejidos a partir de animales atropellados es una herramienta util
para el monitoreo genético de poblaciones silvestres. Sin embargo, los resultados
obtenidos destacan la importancia de considerar el tamafio de la escala espacial en la

estrategia de muestreo.

40



Los analisis de estructuracion genética poblacional indican la posibilidad de que
el territorio nacional albergue individuos pertenecientes a dos subpoblaciones de zorro
de campo con diferenciacion leve y estadisticamente significativa. Este resultado debe
ser abordado con mayor profundidad a partir de la inclusion de muestras del noreste de
Uruguay y de &reas limitrofes. Un muestreo mas exhaustivo también puede brindar una
visibn méas detallada de la influencia de los factores ecoldgicos sobre los procesos

demogréficos de la especie.

Dado que el conjunto de muestras empleado se trata de una observacion parcial
de una distribucién continua, los resultados obtenidos pueden indicar que Uruguay se
trata de un sumidero o una zona de contacto entre dos poblaciones contiguas. Para
evaluar estas hipotesis es necesario ampliar el area de estudio para incluir individuos de

las regiones limitrofes.
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ANEXO |

Lista de muestras de tejido colectadas. Para cada muestra se registraron la fecha,

el Departamento y las coordenadas de colecta. Se indica ademés la concentracion de

ADN obtenida, la pureza (medida como la relacién entre la absorbancia a 260 nm y 280

nm) y la especie determinada mediante sonda TagMan.

Muestra Fecha de Latitud Longitud Departamento Concentracion( 260/280 Especie
colecta ng/uL)
Z133 09/04/2006 -31.847806 -56.543222 Salto 554.2 1.34 L. gymnocercus
Z140 08/07/2006 -31.651889 -56.671806 Salto 81.5 1.62 L. gymnocercus
2148 24/04/2010 -31.597194 -56.014167 Tacuarembd 239.1 1.84 L. gymnocercus
Z174 01/03/2013 -34.187239 -56.194983 Florida 357.0 1.75 L. gymnocercus
Z175 01/03/2013 -33.904508 -56.255734 Florida 2324.0 1.83 L. gymnocercus
7189 25/05/2013 -33.701944 -56.228778 Florida 83.8 1.79 L. gymnocercus
2197 26/05/2013 -32.858722 -56.487250 Durazno 1703.1 1.77 L. gymnocercus
7199 26/05/2013 -32.322417 -56.245806 Tacuarembd 135.7 1.41 L. gymnocercus
7201 27/05/2013 -32.584111 -54.588444 Cerro Largo 418.8 1.67 L. gymnocercus
Z203 17/06/2013 -34.663956 -55.659185 Canelones 1448.0 1.95 L. gymnocercus
7210 29/10/2013 -32.058373 -57.852910 Paysandu 175.8 1.77 L. gymnocercus
7213 29/10/2013 -33.320626 -57.062916 Flores 2863.5 1.79 L. gymnocercus
2234 05/2014 -33.328642 -55.632320 Durazno 4572.0 0.95 L. gymnocercus
7238 09/05/2014 -33.092353 -57.471870 Soriano 1086.7 1.86 L. gymnocercus
7239 09/05/2014 -33.626823 -57.651358 Soriano 432.1 1.81 L. gymnocercus
7286 20/06/2015 -32.497909 -53.695575 Cerro Largo 46.8 1.99 L. gymnocercus
7289 18/04/2015 -34.786163 -55.268834 Maldonado 425.7 1.81 L. gymnocercus
7293 19/06/2015 -34.639802 -55.537325 Canelones 286.6 1.79 L. gymnocercus
Z300 19/06/2015 -34.198882 -53.782850 Rocha 646.7 1.83 L. gymnocercus
2304 05/09/2015 -34.343898 -55.120269 Lavalleja 265.1 1.77 L. gymnocercus
7313 06/09/2015 -32.866554 -54.861172 Cerro Largo 161.3 1.79 L. gymnocercus
7314 05/09/2015 -33.573550 -54.587910 Lavalleja 97.0 1.69 L. gymnocercus
7316 05/09/2015 -34.776193 -54.793900 Maldonado 205.5 1.87 L. gymnocercus
Z317 05/09/2015 -34.753767 -55.613471 Canelones 209.5 1.8 L. gymnocercus
Z319 06/09/2015 -33.804829 -53.502668 Rocha 377.0 1.77 L. gymnocercus
7322 19/04/2015 -33.525665 -53.915327 Rocha 316.5 1.49 L. gymnocercus
7324 19/04/2015 -33.809304 -54.289609 Rocha 1149.0 1.76 L. gymnocercus
7325 19/04/2015 -33.817556 -54.291582 Rocha 11125 1.79 L. gymnocercus
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2327
Z331
Z335
Z336
2337
Z339
7340
7342
7346
Z349
7353
2354
7389
7393
7396
2192
7193
7198
Z200
z211
2230
7235
2240
7241
7244
7284
2288
2292
2297
7298
7302
Z309
7310
7318
7323
7326
Z329
Z330
7332
7333
Z351
Z360
Z372

18/04/2015
18/04/2015
19/06/2015
19/06/2015
19/06/2015
19/06/2015
19/06/2015
19/06/2015
19/06/2015
20/06/2015
19/06/2015
20/06/2015
22/10/2017
10/11/2017
19/11/2017
25/05/2013
25/05/2013
26/05/2013
26/05/2013
29/10/2013
29/10/2013
06/04/2014
05/2014
15/05/2014
19/05/2014
19/06/2015
18/04/2015
18/04/2015
21/06/2015
21/06/2015
19/06/2015
05/09/2015
06/09/2015
05/09/2015
19/04/2015
19/04/2015
18/04/2015
18/04/2015
19/06/2015
19/06/2015
20/06/2015
19/06/2015
06/2014

-34.008762
-34.571369
-34.503546
-34.286856
-34.328061
-33.503729
-34.366506
-33.935339
-33.868641
-32.601362
-33.343266
-32.693176
-33.588742
-33.717604
-33.570323
-33.028083
-33.114083
-32.524333
-31.839028
-32.952253
-32.985049
-30.47386
-32.654052
-32.026165
-31.614356
-34.193012
-34.194758
-34.425271
-33.47576
-33.505694
-34.336609
-33.7178
-33.776918
-34.370564
-33.553765
-33.206586
-33.293222
-34.434009
-34.624427
-34.610632
-32.819848
-34.782072
-34.792222

-54.782479
-56.462480
-55.454580
-54.981233
-55.064545
-54.549624
-55.184212
-54.782176
-54.765961
-53.511427
-54.476955
-53.660045
-57.070247
-57.118879
-57.022021
-55.547778
-56.551944
-56.383639
-56.569333
-57.365467
-54.997387
-57.653421
-58.002404
-57.84691
-56.382652
-53.761603
-53.835436
-54.150204
-53.870624
-53.887238
-54.047459
-54.72342
-55.475667
-54.27543
-54.001001
-54.010083
-54.449303
-55.414501
-55.50604
-55.473151
-53.816132
-55.362086
-55.419444

Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Cerro Largo
Treinta y tres
Cerro Largo
Flores
Flores
Flores
Durazno
Durazno
Tacuarembd
Tacuarembo6
Rio Negro
Treintay Tres
Artigas
Rio Negro
Paysandu
Salto
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Lavalleja
Florida
Rocha
Rocha
Treintay Tres
Treintay Tres
Lavalleja
Canelones
Lavalleja
Treintay Tres
Maldonado

Canelones

1230.6
105.9
75.1
236.4
50.1
573.7
294.8
228.3
512.1
57.8
321.0
189.8
151.1
85.7
62.9
16.7
26.9
1703.9
96.7
412.4
112.6
2840.1
826.8
1779.8
760.7
308.4
356.9
1503.5
434.1
491
152.6
234.2
254
646.1
125.6
818.1
353.1
417.3
483.3
96
194.9
548.2
418.6

1.84
131
1.8
1.79
1.85
181
1.8
1.82
1.81
112
1.78
1.81
1.72
1.78
171
2.04
1.89
1.77
1.7
1.59
1.66
1.85
1.77
1.55
1.52
1.82
1.85
1.82
1.87
1.74
1.4
1.77
181
191
0.69
1.87
181
1.8
18
1.98
1.84
1.76
1.77

rr-r r rr r rr O O O O O O -

. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus
. gymnocercus

. gymnocercus

C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
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Z379
7381
2382
7384
Z390
Z391
2392
7394
Z395

25/10/2014
09/2014
29/9/2014
19/3/2015
4/11/2017
4/11/2017
5/11/2017
12/11/2017
12/11/2017

-34.832222
-33.876944
-33.983611
-34.450556
-33.776029
-33.476273
-33.591626
-34.234312
-34.201354

-55.211667
-53.523889
-53.559722
-54.333333
-56.781156
-56.781043
-56.874213
-57.881045
-57.878328

Maldonado
Rocha
Rocha
Rocha
Flores
Flores
Flores

Colonia

Colonia

581.4
847.1
493.6
682.4
182.3
61.4
506.4
139.2
80.6

1.78
1.85
1.84
1.88
1.86
1.79
1.82
171
1.79

C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
C.thous
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ANEXO Il

Matriz de genotipos obtenidos para las muestras de zorro de campo (Lycalopex
gymnocercus) analizadas. El valor 000 representa los loci que no pudieron ser

genotipados.

Loci

Muestra | FH2018 ‘ FH2328 ‘ FH2132 ‘ FH2010 ‘ FH2140 ‘ FH2137 ‘ FH2848 ‘ FH2535 ‘ FH2226 ‘ Ren105 ‘ FH2054

7133 | 166 170 | 231 259 | 162 162 | 200 200 | 093 093 | 151 151 | 235 239 | 128 128 | 264 202 | 223 231 | 139 141
7140 | 154 166 | 207 207 | 154 154 | 212 212 | 089 109 | 157 163 | 231 239 | 118 132 | 186 186 | 231 231 | 131 143
7148 | 158 166 | 231 267 | 154 154 | 220 220 | 109 131 | 159 185 | 231 237 | 124 128 | 198 218 | 231 237 | 139 173
7174 | 154 170 | 219 235 | 150 174 | 212 212 | 089 093 | 157 165 | 225 235 | 136 136 | 172 204 | 235 235 | 165 173
7175 | 134 138 | 183 243 | 154 162 | 220 220 | 089 127 | 157 157 | 231 239 | 124 130 | 178 198 | 239 243 | 151 169
7189 | 154 166 | 199 199 | 154 154 | 212 212 | 089 115 | 155 157 | 229 235 | 128 132 | 190 202 | 237 247 | 137 143
7197 | 162 166 | 207 223 | 158 158 | 200 232 | 109 109 | 153 153 | 229 235 | 124 130 | 202 202 | 229 237 | 133 147
7199 | 154 166 | 231 235 | 158 162 | 200 228 | 085 091 | 143 143 | 229 237 | 120 134 | 198 198 | 237 239 | 151 165
7201 | 154 154 | 211 223 | 154 154 | 232 232 | 089 119 | 163 165 | 217 239 | 128 134 | 178 194 | 233 239 | 143 161
7203 | 158 162 | 213 231 | 158 170 | 220 220 | 091 107 | 163 163 | 227 233 | 126 128 | 186 190 | 225 243 | 139 151
7210 | 166 166 | 215 239 | 150 154 | 224 224 | 083 089 | 155 159 | 237 239 | 120 120 | 172 194 | 217 217 | 139 165
7213 | 140 150 | 215 219 | 158 174 | 220 224 | 095 123 | 000 000 | 237 241 | 124 132 | 194 202 | 237 247 | 137 151
7234 | 166 166 | 207 215 | 150 162 | 200 228 | 089 089 | 000 0000 | 000 000 | 000 000 | 226 226 | 229 237 | 135 143
7238 | 162 166 | 215 223 | 150 178 | 200 200 | 083 109 | 161 175 | 215 237 | 128 136 | 188 202 | 233 237 | 147 189
7239 | 148 158 | 211 227 | 150 154 | 200 224 | 107 107 | 157 157 | 233 235 | 118 128 | 194 210 | 237 237 | 147 169
7286 | 158 162 | 223 225 | 154 154 | 200 200 | 089 109 | 159 159 | 229 235 | 116 120 | 198 200 | 225 239 | 000 000
7289 | 166 166 | 219 235 | 146 150 | 220 220 | 089 089 | 173 173 | 220 237 | 128 128 | 172 198 | 231 231 | 143 147
7293 | 166 166 | 203 223 | 146 162 | 212 220 | 089 089 | 157 157 | 235 237 | 120 124 | 190 194 | 231 237 | 000 000
7300 | 158 186 | 207 223 | 146 154 | 200 220 | 131 131 | 161 161 | 231 237 | 128 132 | 198 202 | 229 239 | 147 147
7304 | 154 158 | 231 235 | 150 154 | 208 214 | 099 109 | 199 199 | 225 237 | 128 130 | 176 218 | 235 237 | 151 151
7313 | 162 170 | 223 235 | 162 166 | 192 200 | 089 089 | 151 169 | 235 237 | 128 134 | 198 206 | 231 233 | 137 139
7314 | 142 150 | 203 213 | 162 166 | 200 200 | 089 089 | 151 169 | 235 237 | 128 134 | 198 206 | 231 233 | 137 139
7316 | 158 162 | 237 267 | 146 154 | 220 232 | 089 089 | 181 231 | 229 229 | 120 120 | 194 214 | 229 237 | 139 169
z317 | 134 170 | 213 223 | 150 154 | 220 220 | 089 127 | 161 173 | 223 239 | 124 128 | 194 198 | 223 239 | 135 147
7319 | 162 166 | 203 207 | 154 158 | 200 200 | 109 127 | 157 177 | 227 237 | 128 128 | 202 206 | 237 243 | 147 147
7322 | 158 162 | 211 223 | 150 150 | 220 220 | 115 127 | 153 161 | 217 237 | 128 138 | 198 198 | 235 247 | 137 143
7324 | 154 166 | 211 229 | 158 162 | 208 232 | 089 123 | 157 159 | 227 233 | 138 138 | 194 198 | 231 237 | 151 151
7325 | 186 186 | 249 265 | 154 158 | 228 228 | 109 131 | 223 223 | 235 235 | 134 134 | 186 206 | 231 231 | 143 177
7327 | 166 166 | 223 223 | 146 150 | 200 220 | 083 089 | 153 161 | 231 237 | 124 126 | 202 206 | 233 237 | 141 169
7331 | 134 150 | 187 239 | 154 170 | 200 212 | 095 109 | 227 227 | 237 241 | 116 116 | 206 210 | 239 241 | 139 139
7335 | 158 158 | 213 215 | 150 154 | 200 220 | 107 109 | 000 000 | 237 237 | 120 124 | 194 214 | 227 227 | 135 173
7336 | 158 166 | 215 231 | 150 154 | 190 200 | 091 127 | 141 141 | 225 235 | 124 134 | 202 208 | 225 231 | 143 151
7337 | 158 162 | 231 235 | 154 158 | 208 208 | 089 095 | 155 155 | 227 235 | 132 140 | 194 194 | 235 247 | 139 143
7339 | 154 166 | 223 231 | 150 154 | 200 200 | 089 089 | 159 173 | 237 237 | 128 132 | 194 198 | 235 237 | 135 143
7340 | 144 144 | 223 231 | 162 162 | 200 200 | 109 131 | 151 151 | 237 237 | 124 130 | 172 198 | 233 235 | 151 169
7342 | 158 166 | 223 239 | 158 162 | 210 220 | 089 127 | 151 157 | 229 237 | 108 108 | 182 190 | 241 243 | 165 169
7346 | 134 158 | 263 271 | 150 158 | 190 200 | 089 109 | 161 161 | 229 237 | 130 130 | 234 254 | 277 277 | 173 183
7349 | 170 186 | 247 275 | 154 154 | 000 000 | 125 131 | 161 161 | 205 229 | 124 138 | 188 202 | 237 243 | 189 189
7353 | 158 166 | 203 235 | 150 158 | 190 200 | 089 107 | 165 165 | 229 237 | 130 140 | 190 202 | 235 243 | 157 169
7354 | 158 166 | 223 267 | 154 162 | 000 000 | 089 131 | 159 159 | 223 237 | 124 130 | 180 218 | 231 241 | 143 165
7389 | 166 166 | 223 227 | 162 162 | 200 220 | 099 107 | 155 169 | 229 237 | 128 128 | 188 194 | 243 245 | 139 165
7393 | 166 166 | 187 195 | 154 154 | 212 220 | 113 113 | 177 177 | 229 239 | 106 112 | 194 198 | 235 239 | 145 161
7396 | 132 166 | 219 219 | 150 154 | 220 220 | 089 107 | 153 153 | 237 239 | 126 126 | 226 226 | 229 233 | 133 173
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ANEXO Il

Genotipos corregidos con el método de Brookfield | para los loci de microsatélites

FH2010, FH2137 y FH2535.

FH2010

FH2137

FH2535

200
212
220
212
220
212
200
200
232
220
224
220
200
200
200
200
220
212
200
208
192
200
220
220
200
220
208
228
200
200
200
190
208
200
200
210
190
000
190
000
200
212
220

200
212
220
212
220
212
200
200
232
220
224
220
200
200
200
200
220
220
212
208
200
220
220
220
220
224
214
228
220
220
224
200
232
228
228
220
200
000
200
000
232
220
232

151
157
159
157
157
155
153
143
163
163
155
000
000
161
157
159
173
157
161
199
151
151
181
161
157
153
157
223
153
227
000
141
155
159
151
151
161
161
165
159
155
177
153

151
159
173
163
177
159
153
143
165
163
169
000
000
161
157
159
173
165
161
199
151
157
231
173
157
161
157
223
153
227
000
141
157
159
169
169
161
175
165
185
155
177
161

128
118
124
136
124
128
124
120
128
126
120
124
000
128
118
116
128
120
128
128
128
128
120
124
128
128
138
134
124
116
120
124
132
128
124
108
130
124
130
124
128
106
126

128
132
130
136
130
132
128
120
134
128
120
138
000
134
128
116
136
124
134
138
128
128
124
132
132
128
138
134
130
120
134
126
140
132
128
108
130
134
140
130
130
112
126
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ANEXO IV

Cluster asignado a cada individuo en los andlisis de agrupamiento con Structure
y Geneland. La asignacion se realizé a en base a la probabilidad de pertenencia de cada

individuo.

Muestra Structure Geneland
7213 1 1
7396 1 1
Z197 1 1
7234 1 1
7289 1 1
Z316 1 1
2327 1 1
Z300 2 1
Z210 3 1
Z239 1 2
Z393 1 2
7389 1 2
Z140 1 2
Z133 1 2
Z199 1 2
2189 1 2
Z317 1 2
Z331 1 2
7340 1 2
7304 1 2
7337 1 2
7336 1 2
Z313 1 2
7342 1 2
Z353 1 2
7349 1 2
Z319 1 2
7293 2 2
7346 2 2
7354 2 2
7238 3 2
Z175 3 2
Z174 3 2
7148 3 2
7203 3 2
Z335 3 2
Z201 3 2
7325 3 2
2324 3 2
7322 3 2
7286 3 2
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ANEXO V

Relaciones de parentesco entre individuos. Se muestran los pares de individuos

identificados como medio hermanos (HS) o hermanos completos (FS).

Individuo 1 Individuo 2 Relacién
7133 7313 HS
Z133 Z314 HS
7140 7189 HS
Z140 Z201 HS
7148 Z300 HS
7148 7304 HS
7148 Z335 HS
7148 7354 HS
Z175 7317 HS
Z175 2342 HS
7189 7293 HS
7189 2337 HS
Z197 7238 HS
Z197 7319 HS
Z197 2327 HS
7213 7337 HS
7234 7396 HS
7238 Z319 HS
7238 2327 HS
7238 7349 HS
7239 Z319 HS
7239 7324 HS
7289 7293 HS
7289 7317 HS
7289 Z339 HS
7293 2316 HS
7293 7327 HS
7293 2342 HS
Z300 7317 HS
Z300 Z319 HS
Z300 7327 HS
Z300 2349 HS
Z313 7340 HS
Z314 7340 HS
Z317 7322 HS
Z317 7335 HS
Z317 7339 HS
7327 7396 HS
Z337 7339 HS
7342 Z353 HS
7342 2354 HS
7342 2389 HS
7346 2353 HS
Z313 7314 FS
7234 7339 FS
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